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(57) Abstract 



In a process for the immunological detection of heart muscle necroses a blood sample is allowed to react with at least one antibody 
which recognizes the N-terminal peptide of cardiac troponine I and can be obtained by immunization with an immunogene containing the 
amino acid sequence SEQ ID NO 1 or partial sequences thereof at least 6 amino acids in length, the polyclonal or monoclonal antibody 
being extracted by known methods from the serum or from the immortalized and cloned spleen cells of the immunized animals. Hie 
complex which then forms is detected in the appropriate way. 

(57) TficMwiwi'iiftigm ng 

In einem Verfahren zur immunologischen Bestimmung von Herzmuskelnekrosen wird eine Probe mit mindestens einem Antik6rper, 
der das N-tennihale Peptid von kardxalem Troponin 1 erkennt und erhaltlich ist durch hnmunisierung mit einem Immunogen, das die 
Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder Teilsequenzen davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, und Isoherung des polyklonalen 
oder moooklonalen Antikorpers aus dem Serum beziehungsweise den immartaHsierten und klomerten Milzzellen der immunisierten Here 
nach bekannten Verfahren, versetzt und der sich biMende Komplex in geeingneter Weise nachgewiesen. 
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(57) In einem Verfahren zur Immunologfschen Bestimmung 
von Herzmuskelnikrosen wlrd eine Probe mit mindestens 
einem Antikorper, der das N-terminale Pepttd von kardialem 
Troponin I erkennt und erhaltlich 1st durch Immunisierung 
mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO 1 oder Teilsequenzen davon mit mindestens 6 Aminosau- 
ren Lflnge enthdtt, und Isolierung des polyklonalen oder 
monoklonalen Antfkorpers a us dem Serum beziehungswelse 
den tmmortalisierten und klonierten Milzzellen der immun- 
isierten Here nach bekannten Verfahren, versetzt und der 
sich bildende Komplex in geefgneter Weise nachgewiesen. 
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Beschreibung 

Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Bestimmung von Herzmuskelnekrosen mittels Antikdrper 
gegen das N-terminale Troponin I-Peptid, bei dem man eine Blutprobe mit einem Antikdrper gegen das 
5 N-terminale Tr p nin I-Peptid versetzt und den sich bildenden K mplex nachweist sowie die in diesem Verfah- 
ren verwendeten Antikdrper und ein Verfahren zur Herstellung solcher Antikdrper. 

Die Myofibrillen des quergestreiften Muskels bestehen aus zwei zusammenwirkenden Proteinfilamenten, den 
dicken Filamenten mit Myosin als Hauptbestandtefl und den dflnnen Filamenten, die Actin, Tropomyosin und 
Troponine enthalten. Troponin ist in den Zellen als regulatives Strukturprotein zu einem Komplex zusammenge- 
10 lagert und besteht aus drei verschiedenen Proteinen: 

Troponon C : bindet Calciumionen 
Troponin I : eine Actin-bindende Untereinheit 
Troponin T : lagert sich an Tropomyosin an. 

15 

Die vergleichbare Nomenklatur hat historische Grande, da ursprGnglich der Komplex als solcher gereinigt 
und als ein Protein angesehen und mit Troponin benannt wurde. 

Von Troponin I sind drei Isoformen bekannt entsprechend ihrem Auftreten im Herzmuskel (Tnlc), langsamen 
Skelettmuskeln (Tnls) und schnellen Skelettmuskeln (Tnlf). Kardiales Troponin I unterscheidet sich von skeletta- 

20 rem Troponin I hauptsftchlich durch eine zusatzliche N-terminale Sequenz aus 30 Aminosauren. 

Kardiales Troponin I wird nach einem akuten Myokardinfarkt freigesetzt und kann im Blutplasma nachgewie- 
sen werden. Es stellt somit einen Marker fOr Herzmuskelzellnekrosen dar. Cummins, J. Mol. CelL Card 19 (1987), 
999—1010 und Cummins and Cummins, Clia Invest 113 (1987), 1333—1344 konnten nachweisen, daB Tnlc im 
Serum normalerweise in Konzentrationen in der Hdhe von 10 ng/ml auftritt Es zeigte sich, daB beim transmura- 

25 len Infarkt eine erhdhte Serumkonzentration zu beobachten ist Tnlc war von der 4. bis 168. Stunde nach 
Schmerzbeginn bei 37 Patienten mit akutem transmuralen Infarkt erhdht Ahnliche Ergebnisse wurden im 
Tiermodell erhalten. Danach ergibt sich als Zeitintervall fUr die absolute diagnostische Sensitivitat fur Tnlc die 
10—50. Stunde nach dem Infarktereignis. 
Aufgabe der vorliegenden Erfindung war es ein Bestimmungsverfahren zu entwickeln, das geeignet ist einen 

30 akuten Myokardinfarkt mdglichst schnell innerhalb der ersten Stunden nach dem Infarktereignis nachzuweisen. 
Geldst wurde die Aufgabe durch die in den AnsprUchen naher charakterisierte Erfindung. Insbesondere durch 
ein Verfahren zur immunologischen Bestimmung von Herzmuskelnekrosen, dadurch gekennzeichnet, daB man 
eine Probe mit mindestens einem Antikdrper, der das N-terminale Peptid von kardialem Troponin I erkennt und 
erhaitlich ist durch Immunisierung mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder 

35 Teilseguenzen davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthait, und Isolierung des polyklonalen oder 
monoklonalen Antikdrpers aus dem Serum bzw. den immortalisierten und klonierten Milzzellen der immunisier- 
ten Tiere nach bekannten Verfahren, versetzt und den sich bildenden Komplex in geeigneter Weise nachweist 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Antikdrper, der das N-terminale Peptid von kardialem Tropo- 
nin I erkennt und erhaitlich ist durch Immurisierung mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID 

40 NO 1 oder Teilsequenzen davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthait und Isolierung des Antikdrpers 
aus dem Serum der immunisierten Tiere nach bekannten Verfahren sowie ein monoklonaler Antikdrper, der das 
N-terminale Peptid von kardialem Troponin I erkennt und erhaitlich ist durch Immunisierung mit einem 
Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder Teilsequenzen davon mit mindestens 6 Aminosau- 
ren Lange enthait, Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, Klonierung derjenigen immortali- 

45 sierten Zellen, die den gewQnschten Antikdrper produzieren und Isolierung des Antikdrpers aus den klonierten 
Zellen nach bekannten Verfahren. 

Die DurchfOhrung des immunologischen Bestimmungsverfahrens von Herzmuskelnekrosen erfolgt mit dem 
Fachmann gelaufigen Methoden. Beispielsweise kann die Bestimmung in Proben, das heiBt KdrperflQssigkeiten 
wie beispielsweise Blut, Plasma oder Serum, durch einen Radio-Immunoassay, Enzym-Immunoassay oder durch 

50 Immunfluoreszenz erfolgen. Als Verfahrensvariante sind alle bekannten Verfahren wie kompetitive Immunoas- 
says, Sandwich-Immunoassays und IEMA- Verfahren oder homogene Immunoassays wie CEDIA® anwendbar. 
Es ist mdglich den Test in Form eines NaBtestes oder Trockentestes durchzuftthren. 

Bei den heterogenen Verfahren wird der Tnlc-spezifische Antikdrper an eine Festphase immobilisiert Die 
Immobilisierung kann adsorptiv, kovalent oder Qber ein spezifisches Bindepaar wie Biotin/ Streptavidin, Anti- 

55 kdrper/Antigen oder Zucker/Lectin erfolgen. Dabei wird der erfindungsgemaBe Tnlcspezifische Antikdrper an 
einen dieser Bindepartner gebundea Der andere Bindepartner ist an die Festphase gebunden. Methoden zur 
adsorptiven oder kovalenten Kopplung sind dem Fachmann bekannt 

Als Festphase bei einem NaBtest kdnnen Materiaiien verwendet werden, wie z. B. Rdhrchen (tubes), Kunst- 
stoffkflvetten, Mikrotiterplatten, Kugeln oder Mikrocarrier aus Kunststoffen wie Polystyrol, Vinylpolymeren, 

GO Polypropylen, Polycarbonat Polysaccariden, Silikone, Gummi oder behandeltes Glas (vgL beispielsweise E.T. 
Maggio, Enzyme Immunoassays, CAC Press, Florida (1980), insbesondere Seiten 175—178, EP-A-0 063 064, 
Bioengineering 16 (1974), 997-1003, CJ. Senderson und D.V. Wilson, Immunology 20 (1971), 1061-1065). 
Insbes ndere wird als Festphase ein mit Avidin der Streptavidin beschichtetes Tragermaterial, insbes ndere 
Polystyrol, vorzugsweise hergestellt wie in EP-A-0 269 092 beschrieben, verwendet Ab Festphase bei einem 

65 Trockentest sind die hierbei Qblichen Vliese wie Cellulose- oder Glasfaservliese als auch Membranen zu 
verwenden. 

Besonders zweckmaflig hat sich der Sandwich-Test erwiesen, Hierbei wird ein imm bilisierter Antikdrper, der 
das N-terminale Peptid von kardialen Troponin I erkennt, in K mbinati n mit einem zweiten Tnlc-spezifischen 
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Antik6rper ( an den eine bestimmbare Gruppe gek ppelt ist, eingesetzt Als bestimmbare Gruppe kdnnen alle 
gangigen Markierungsgruppen wie Enzyme oder fluoreszierende oder lumineszierende Reste eingesetzt wer- 
den Der zweite Antikdrper, der ebenfalls das N-terminale Peptid von Tnlc erkennt, wird so ausgewahlt daB er 
nicht oder nur unwesentlich die Bindung des ersten Antikdrpers an diesem Peptid stdrt Beide Antikdrper sind 
also gegen verschiedene Epit pe am N-terminalen Peptid von Tnlc gerichtet Die Testfflhrung kann sowohl 5 
sukzessiv, d. h. ein Antikdrper wird zunfichst mit der Probe inkubiert bevor der zweite Antik6rper zugegeben 
wird, als auch simultan, d h. alle Reaktionspartner werden im Test gleichzeitig zugegeben, erfolgea 

Eine weitere bevorzugte Ausfuhrungsform ist der kompetitive Test Dabei wird ein vor oder w&hrend der 
Bestimmung immobilisierter Antikdrper gegen das N-terminale Peptid von Tnlc und ein Konjugat aus Tnlc oder 
dem Antigen, das die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder eine Teilsequenz davon mit mindestens 6 10 
Aminosauren Lange enthalt und einer bestimmbaren Gruppe verwendet. Werden lediglich Teilsequenzen der 
Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 verwendet, so muB der verwendete Antikdrper mit diesem Teil speziflsch 
bindefahig seia 

Die kompetitive Testfflhrung ist insbesondere bei homogenen Immunoassays geeignet Bevorzugt ist der 
TIN I A, der turbidimetrische Inhibierungs-Immunoassay. Eine Probe wird mit einem Polyhapten, das aus einem 15 
Mikropartikel, beispielsweise einem Latexpartikel oder Dextran und daran gebundenen N-terminalen Tnl- Pep- 
tides besteht und den erfindungsgemaBen Antikdrpern inkubiert Es bilden sich Immunkomplexe aus Polyhap- 
ten oder Tnlc und Antikdrpera Die Bindung der Antikdrper an das Polyhapten fuhrt zu Aggregates die durch 
Zunahme der Trflbung gemessen werden kdnnea Die Bindung von Antikdrpern an den freien Analyten fQhrt 
hingegen zu keinen grdBeren und damit TrQbungsverursachenden Aggregaten, da die von den erfindungsgema- 20 
Ben Antikdrpern erkannten Epitope nur einmal auf dem Analyt vorkommea Die Agglutination des Polyhaptens 
wird somit teilweise inhibiert Der genaue Gehalt einer Probe an Analyt kann flber eine Standardkurve bestimmr 
werdea 

Geeignet ist auch ein homogener Immunoassay, bevorzugt ein CEDIA® (vergleiche Henderson et al, Clia 
Chem. 32 (1986) 1637—1641). Das Peptidantigen, das die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder eine Teilse- 25 
quenz davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, wird an ED gekoppelt 

Unter einem Antikdrper im Sinne der Erfindung ist ein kompletter Antikdrper oder bi- oder monovalente 
Fragmente hiervon zu verstehea Die Antikdrper kdnnen sowohl monoklonal als auch polyklonal seia Bevor- 
zugt ist die Verwendung von monoklonalen Antikdrpera 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von polyklonalen Antikdrpern, die 30 
das N-terminale Peptid von kardialem Troponin I erkennea Das Verfahren besteht darin, daB man Versuchstie- 
re, vorzugsweise Schafe, mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO 1 oder eine 
Teilsequenz davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, in (Combination mit einem Adjuvans, flber 
mehrere Monate (vorzugsweise 4—6 Monate) mindestens vier mal in vier- bis sechs-wdchigem Abstand immun- 
isiert, Rohserum gewinnt und dieses mit dem Fachmann bekannten Methoden reinigt Zur Immunadsorption 35 
werden Adsorber verwendet, die ein Peptid mit der Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO 1 oder eine 
Teilsequenz davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange kovalent gebunden habea 

Ein weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Verfahren zur Herstellung von monoklonalen Antikdrpern, die 
das N-terminale Peptid von kardialem Troponin I erkennea Das Verfahren besteht darin, daB man Versuchstie- 
re, vorzugsweise Inzucht-Mause, mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO 1 oder 40 
eine Teilsequenz davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, in Kombination mit einem Adjuvans, flber 
mehrere Monate mit mindestens vier Immunisierungen in vier- bis sechswdchigem Abstand intraperitoneal 
immunisiert, Milzzellen gewinnt und mit einer permanenten Myelom-Zellinie fusioniert, die Klone isoliert und 
hi era us die Antikdrper gewinnt 

Bevorzugt wird als Adjuvans Aluminiumhydroxid zusammen mit Bordetella pertussis oder Freund'rchem 45 
Adjuvans eingesetzt Das Immunogen, das die Aminosauresequenz gemaB SEQ ID NO 1 oder eine Teilsequenz 
davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, kann an ein Tragerprotein zur Erhdhung der Antigenitat 
gekoppelt werdea 

Die bei der Fusionierung nach dem bekannten Verfahren von Kdhler und Milstein (Nature 256 (1975), 
495—497) gewonnenen Primar-Kulturen von Hybridzellen, werden in Qblicher Weise, zum Beispiel unter Ver- 50 
wendung eines handelsflblichen Zellsorters oder durch "limiting dilution" kloniert Es werden jeweils die Kultu- 
ren weiterverarbeitet, die positiv gegenQber dem N-terminalen Peptid von kardialem Troponin I reagierea Man 
erhalt auf diese Weise Hybridoma-Zellinien, die die erfindungsgemaBen monoklonalen Antikdrper produzierea 
Nach bekannten Methoden kdnnen diese Zeilinien kultiviert und die von ihnen produzierten monoklonalen 
Antikdrper isoliert werdea 55 

Die erfindungsgemaBen polyklonalen oder monoklonalen Antikdrper eignen sich hervorragend dazu, in einer 
Probe, beispielsweise Serum oder Plasma, sehr schnell nach dem Infarkt-Ereignis Herzmuskelnekrosen spezi- 
fisch zu bestimmea Fur diese Bestimmungsverfahren kdnnen die Antikdrper als solche oder Fragmente hiervon, 
welche die entsprechenden immunologischen Eigenschaften aufweisen, beispielsweise Fab- Fragmente verwen- 
det werdea Unter dem Begriff Antikdrper werden daher sowohl vollstandige Antikdrper als auch deren 60 
Fragmente verstandea 

Als Immunogen, Scree ningreagenz bei der Auswahl der monoklonalen Antikdrper, Standardmaterial im 
Immun assay und P lyhapten beim TINIA-Test wird ein Antigen eingesetzt, das die Aminosauresequenz 

SEQ ID NO 1 : MADGSSDAAREPRPAPAPIRRRSSNYRAYA w 

oder eine Teilsequenz davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt 
Als bes nders geeignet haben sich die Antigene erwiesen, die die Aminosauresequenzen 
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SEQ ID NO 2: MADGSSDAAR 
SEQ ID NO 3: SDAAREPRPA 
SEQ ID NO 4: EPRPAPAPIR 
SEQ ID NO 5: PAPIRRRSSNY 
5 SEQ ID NO 6: MADGSSDAAREPRPAPAPIRRRSSNY 
SEQ ID NO 7: APAPIRRRSSNY 
SEQ ID NO 8: PAPIRRRSSNY 

en thai ten. 

10 Die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 entspricht den 30 N-terminalen Aminosauren des humanen cardialen 
Tnl. Die Sequenz von humanem Tnlc ist aus Vallins et al, FEBS Letters 270 (1990) 57—61 bekannt Es war 
allerdings flberraschend, daB durch die Verwendung von Antikorpern, die mittels Peptidimmunogenen herge- 
stellt wurden, die die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder eine Teilsequenz davon mit mindestens 6 
Aminosauren Lange enthalten, Herzmuskelnekrosen schon kurz nach dem Infarktereignis nachgewiesen wer- 

15 den konnten. In einigen Fallen gelingt es, erh6hte Serumwerte mit dem erfindungsgemaBen Verfahren schon 30 
bis 45 Minuten nach Beginn von Thoraxschmerzen mit Herzbeteiligung festzustellen. Mit den bisher Oblichen 
Immunoassays konnten Herzmuskelnekrosen em mit Sicherheit 10 Stunden nach dem Infarktereignis nachge- 
wiesen werden. Mit dem erfindungsgemaBen Verfahren gelingt dieser Nachweis schon erheblich fruher. 
En weiterer Gegenstand der Erfindung ist ein Testkit zur Bestimmung von Herzmuskelnekrosen, der in einem 

20 Behaltnis mindestens einen erfindungsgemaBen polyklonalen oder monoklonalen Antikdrper enthait In minde- 
stens einem weiteren Behaltnis sind die Obrigen zur DurchfQhrung des erfindungsgemaBen Verfahrens notwen- 
digen Komponenten und Reagenzien, wie beispielsweise die Festphase, die mit Streptavidin beschichtet sein 
kann, weitere einfindungsgemaBe Antikflrper, die markiert sein kOnnen, Polyhaptene, Hilfsstoffe, wie Puffer 
oder Entst&rreagenzien, enthalten. 

25 Anhand der nachfolgenden Beispiele soil die Erfindung verdeutlicht werden: 

Beispiel 1 

Synthese von Peptiden zur Immunogensynthese am Beispiel 
30 H-Cy^-Acm>£Aca-Pro-Ala-Pro-Ile-Arg-Arg-Arg-Ser-Ser-Asn-Tyr-Amid (entspricht SEQ ID NO 8) 

Das Peptid wurde an 180 mg 4-(2',4'-DimethoxyphenyI-Fmocaminomethyl)-phenoxy Harz mit einer Beladung 
von 0.45 mMol/g synthetisiert Die Sequenz wurde mit einer {Combination von Fmoc als temporarer und 
Pmc/tBu/Trt als permanente Schutzgruppen aufgebaut Dazu wurden 16 Aquivalente folgender Aminosaure- 
35 Derivate verwendet: 

Fmoc-Cys(-Acm)-OH 
Fmoc-e-Aminocapronsaure 

2 x FmooPro-OH 
AO Fmoc-Ala-OH 

Fmoc-IIe-OH 

3 x FmooArg(-Pmc)-OH 
2 x Fmoc-Ser(-tBu)-OH 
Fmoc-Asn(-TrtVOH 

45 Fmoc-Tyr(-tBu>-OH. 

Die Kopplungsreaktionen erfolgten mit 1.1 Aquivalenten Dusopropylcarbodiimid/H-Hydrobenzotriazol in 
Bezug auf die Aminosaurederivate als Aktivierungsreagenzien. Die Kopplungszeiten betrugen 90 Minuten und 
wurden mit je 8 aquivalenten Aminosaure-Derivaten zweimal durchgefflhrt Die temporare Schutzgruppe 

50 wurde mittels Piperidin innerhalb von 20 Minuten abgespalten. Die Reaktionen wurden in Dimethylformamid 
durchgefQhrt, fOr die Waschschritte, die nach den Reaktionsschritten erfolgten, wurde das gleiche L6sungsmittel 
verwendet Die Synthese wurde vollautomatisch an einem Zinsser SMPS 350 durchgefflhrt Die Freisetzung des 
Peptides unter Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen, auBer Acm, erfolgte mit einem Gemisch aus 95% 
Trifluoressigsaure> 3% Ethandithiol und 2% Anisol innerhalb von 90 MinuteiL Die Abspaltl6sung wurde abfil- 

55 triert, mit der lOfachen Menge Diisopropylether versetzt und der Niederschlag abfiltriert Der Niederschlag 
wurde mit Diisopropylether gewaschen, in 20-%iger Essigsaure gel6st und lyophilisiert Es fielen 107 mg weiBes 
Lyophilisat an. Die Reinheit wurde mittels HPLC kontrolliert (92% AreaX <lie Identitat mittels Massenspektro- 
skopie (MH + : 1603) gepruft 
Abkflrzungen: 

GO 
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Abkflrzungen: 

Fmoc-: Fluorenylmethyloxycarbonly- 
-tBU: tertiar Butyl- 

Tit-: Trityl- 5 

Acm-; Acetamidomethyl- 
HPLC: HochdruckflQssigkeitschromatographie 
Pmc- : Pentamethylchroman- 

to 

Beispiel 2 

Herstellung von Immunogenen 

Synthese und Charakterisierung von Troponin Mmmunogenen 15 

5 Peptidimmunogene, die die AminosSuren 1 — 10, 6— 15, 1 1 —20, 16— 26 und 1 —30 des N-terminalen Tropo- 
nin I umfassen, wurden unter Verwendungder folgenden Peptide hergestellt: 

Peptidl: 20 
TropI ( H(l-10)Cys(-Acm)-NH2 (MADGSSDAARZQ 
[EntsprichtSEQID NO 2] 

Peptid2: 

TropI,Cys(-Acm)6-15-NH2 (CZSDAAREPRPA) 25 
[EnsprichtSEQ ID NO 3) 

Peptid3: 

Tropl, Cys(-Acni) 1 1 -20) NH 2 (CZEPRPAPAPIR) 

[Entspricht SEQ ID NO 4] 30 
Peptid4: 

Tropl, Cys(-Acm)16-26-NH 2 (CZPAPIRRRSSNY) 
[EntsprichtSEQID NO 5] 

35 

Peptid 5: 

Tropl, H (1 -30) Cys-NH 2 (MADGSSDAAREPRPAPAPIRRRSSNYRAYAC) 
[Entspricht SEQ ID NOl] 

C:Cys(-Acm)-OH 40 
Z:e-AHS-OH. 

Die Synthese wird am Beispiel von Tropl, H(l — 10)Cys-NH2 mit der Aminosauresequenz MADGSS- 
DAARZC beschriebea 

Als Tragerprotein wird Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH), das mit Maleimido-hexanoyl-N-hydroxysuccini- 45 
mid aktiviert wurde (KLH-MH, Boehringer Mannheim Biochemica), verwendet 

Abspaltung der Acetamidomethyl- (Acm)-Schut2gruppe am Cystein 

Alle LSsungen werden vor Gebrauch mit Argon gespfllt, da die Acm-Schutzgruppe unter AusschluB von 50 
Sauerstoff abgespalten wird 35,4 mg (28 umol) des Peptids 1 werden in 20 ml 50-%iger Essigslure (v/v, pH « 4) 
geldst Dazu gibt man 117 mg (0,7 mmol) SU be race tat und rOhrt die L6sung unter Argon im Dunkeln fflr 
20 Stunden bet Raumtemperatur. AnschJieBend wird fur 15 Minuten Argongas eingeleitet, danach 30 Minuten 
lang H2S (g). Das restliche H2S-Gas wird durch nochmaliges Einleiten vor Argon (10 Minuten) ausgetriebea 
Man zentrifugiert bei 4000 U/min den schwarzen Niederschlag ab und filtriert die Ldsung tlber einen 0,45 ujii 55 
Filter. Die Losung wird 1 : 1 mit bidest Wasser verdflnnt und lyophilisiert Die Freisetzung der SH-Gruppe wird 
durch Reversed-Phase-HPLC OberprtifL Dazu wird das Peptid mit 6-Maleinimidohexansaure derivatisiert, 
Acm-geschQtztes und MH-derivatisiertes Peptid lassen sich dann aufgrund unterschiedlicher Retensionszeit auf 
der HPLC unterscheiden (Vydac C18, 5 (xm, 300 A, 4,6 x 250 mm; 0-45% B in 30 Minuten; A: 0,1 % TFA in H2O; 
B:0,1% TFA in Acetonitril/H20 65 : 35). 60 

Eine QuantiRzierung der Sulfhydrylgruppe wurde nach Ellman, G.L(1959) Arch* Biochem. Biophys. 82, 70—77 
durchgefQhrt Man erhielt 35 mg (97% dTh.) ungeschQtztes Pepud 

Konjugation an Maleinidohexan yl aktiviertes KLH 

65 

Als Tragerprotein wird Maleimidohexan yl aktiviertes Keyhole Limpet Hemocyanin (KLH-MH, Boehringer 
Mannheim Bi chemica) verwendet. Unmittelbar vor der Peptidkopplung wird die Proteink nzentration durch 
BCA-Proteinbestimmung (Bicinchoriinic acid Pierce Company, Rockford IL, USA) und der MH-Gehalt von 
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KLH-MH anhand es Ellman's Testes bestimmt Zu 16,7 mg (5,4 nmol) KLH-MH mit einer Beladung von 547 
MH-Gruppen pro Aquivalent KLH in 6,6 ml Phosphatpuffer (20 mM K2HPO4, 20 mM KH2PO4, 10 mM CaO, 
0,2% Saccharose, pH7) werden tropfenweise 10,5 mg (8JB jimol) des entschQtzten Peptids in 3 ml Phosphatpuffer 
gegeben. Der pH-Wert wird mit verdQnnter NaOH auf 6—7 eingestellt Die Reaktionsmischung wird fiber 
5 Nacht bei Raumtemperatur langsam geschflttelt Zur Abtrennung des ttberschflssigen Peptids wird der Reak- 
tionsansatz auf eine Gelfiltrationssaule geladen (AcA 202, 24 x 4 cm, IBF Biotechnics) und das Protein/Peptid- 
Konjugat mit oben erwahntem Phosphatpuffer eluiert 

Die Proteinkonzentration wird wiederum durch BCA bestimmt die Peptidkopplungseffizienz mittels Ellman's 
Test Man erhielt 14,8 mg(72% ciTK) des Immunogens mit einer Beladung von 547 Peptid/KLH-MH. 
10 Analog dieser Vorschnft wurden auch alle anderen Peptid-Immuriogene hergestellt 

Beispiel 3 

Gewinnung von monoklonalen Antikdrpern gegen ein Peptid der N-terminalen Sequenzen des Troponin I 
15 Proteins 

Balb/c-Mause, 8— 1 2 Wochen alt, wurden mit je 100 u.g Peptid-Immunogenen aus dem Beispiel 2, mit komplet- 
tem Freund'schem Adjuvans, intraperitoneal immunisiert Nach 6 Wochen wurden drei weitere Immunisierun- 
gen in 4w6chigem Abstand durchgefflhrt Dabei wurden jeweils 50 ug Immunogen, an Aluminiumhydroxid und 

20 Bordetella pertussis adsorbiert, intraperitoneal verabreicht Eine Woche nach der letzten Immunisierung erfolg- 
te eine Blutentnahme und die Bestimmung des Antikftrpertiters im Serum der Versuchstiere. Bei positivem 
Verlauf der Immunisierung wurde fusioniert Vier Tage vor der Fusionierung wurde jeweils noch einmal mit 
50 \Lg Immunogen in phosphat-gepufferter KochsalzlSsung intravenSs immunisiert In Anlehnung an Galfre, 
(Methods in Enyzmology, 73 (1981) und KShler, Milstein, Nature 256 (1975), s. 495-497) wurden 1x10 s 

25 Milzzellen einer immunisierten Maus mit 2 x 1 0 7 Myelomzellen (P3x63 Ag8-653, ATCC-CRL 8375) gemischt und 
mit PEG-L6sung fusioniert Die fusionierten Zellen wurden mit 5 x 10 4 Zellen pro Vertiefung in 24well-Platten 
ausplattiert und in Selektionsmedium kultiviert Nach 7—10 Tagen, wenn Klonwachstum sichtbar war, wurde 
der KulturQberstand der Primfirkulturen auf Spezifitat im EUSA-Verfahren getestet Die Primarkulturen, die 
anu'gen-spezifische Antikdrper enthielten, gehen mit Hilfe eines fluoreszenzaktivierenden Zellsorters (FACS) in 

30 die Einzelzellablage. Die erhaltenen Klone wurden kultiviert und auf Spezifitat im EUSA-Verfahren getestet 
Aus positiven Klonen wurden Hybridoma-Zeilinien etabliert und gr6Bere Mengen an Antikdrpern, mittels 
Zellfermenter beziehungsweise Aszitesproduktion hergestellt 
Ffir die Bestimmung der Spezifitat der AntikOrper wurde ein EUSA-Verfahren als Testprinzip verwendet 
Mikrotiterplatten (Firma Nunc) wurden mit T-RSA (thermisch aggregiertes RSA) beschichtet und mit l^ig/ml 

35 biotinyliertem Peptid beladen. Nach einem Waschschritt erfolgte die Inkubation der AntikSrperprobe. Nach 
einem erneuten Waschschritt erfolgte die Inkubation des NachweisantikOrpers, mit polyklonalem Schaf-anti- 
Maus-Fcg, Fab-Peroxidase-Konjugat Nach einem weiteren Waschschritt wurde die Peroxidaseaktivitat mit 
Farbsubstrat (ABTS) bestimmt 

40 Beispiel 4 

Synthese von Peptiden als Teststandards 

Synthese von 

45 H-Met-Ala-Asp-Gly-lSer-Ser-L\sp-Ala-Ah-A^ 

Amid (entspricht SEQ ID NO 6) 

Das Peptid wurde an 120 mg4^2^4'-Dimethoxyphenyl-Fmocammomethyl)-phenoxy Harz mit einer Beladung 
von 0.45 mMol/g synthetisiert Die Sequenz wurde mit einer Kombination von Fmoc als temporarer und 
50 Pmc/tBU/Trt/OtBu als permanente Schutzgruppen aufgebaut Dazu wurden 16 Aquivalente folgender Fmoc- 
Aminosaure-Derivate verwendet: 

Met 
5x Ala 
55 2xAsp(-OtBu) 
Gly 

4xSer(tBU) 
5 x Arg(-Prac) 
Glu(OtBu) 
60 4xPro 
lie 

Asn(-Trt) 
Tyr(.tBu> 

65 Die Kopplungsreaktionen erfolgten mit 1.1 Aquivalenten Diisopropylcarbodiiraid/N-Hydrobenzotriazol in 
Bezug auf die Aminosaurederivate als Aktivierungsreagenzien. Die Kopplungszeiten betrugen 90 Minuten und 
wurden mit je 8 Aquivalenten Aminos&ure-Derivat zweimal durchgefOhrt Die temporSre Schutzgruppe wurde 
mittels Piperidin innerhalb von 30 Minuten abgespalten. Die Reaktionen wurden in Dimethylformamid durchge- 
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fQhrt, fur die Waschschritte, die nach den Reaktionsschritten erfolgten, wurde das gleiche Ldsungsmittel verwen- 
det Die Synthese wurde vollautomatisch an einem Zinsser SMPS 350 durchgefahrt Die Freisetzung des 
Peptides unter Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen erf lgte mit einem Gemisch aus 95% Trifluoressigs- 
Sure, 3% Ethandithiol und 2% Anisol innerhalb von 90 Minuten. Die Abspaltldsung wurde abfiltriert, mit der 
lOfachen Menge Diisopropylether versetzt und der Niederschlag abfiltriert Der Niederschlag wurde mit Diiso- 5 
propyiether gewaschen, in 20%iger Essigsflure geldst und lyophilisiert Es fielen 29.5 mg weifles Lyophilisat an. 
Die Reinheit wurde mittels HPLC kontrolliert (60 % Area). Das Rohpeptid wurde flber eine 20 mm x 300 mm 
RP-HPLC-Saule (Saulenmaterial: C-18, 5u, 300 A) mit einem Gradientensystem von 0% B auf 100% B in 
100 Minuten (Puffer A: 0.1 % Trifluoressigskure in Wasser, Puffer B: 0.1% Trifluoressigsaure in Wasser/Acetoni- 
tril 40 : 60) auf eine Reinheit It HPLC von 97% gereinigt 10 

Nach Vereinigung der Hauptfraktionen, Eindampfen im Wasserstrahlvakuum auf 30% und Lyophilisation 
wurden 9.75 mg weiBes Lyophilisat erhalten. Die Identitfit wurde mittels Massenspektroskopie (MH + : 2827) 
geprQft 

AbkUrzungen 15 

Fmoc-: Fluorenylmethyloxycarbonyl- 

-tBU: tertiar Butyl- 

-Trt: Trityl- 

-OtBu: tertiar Buthylester 

HPLC: Hochdruckflussigkeitschromatographie 

Pmc-: Pentamethylchroman- 

Boc-: tertiar ButyloxycarbonyL 



20 



25 

Beispiel5 

Synthese von biotinylierten Peptiden als Sceeningreagenzien 

Synthese von H-Lys(-Bi)-pAla-eA(»-Pala-Ala-Pro-Ala-Pro-Ile-A * 30 

(entspricht SEQ I D NO 7) 

Das Peptid wurde an 30 mg 4-(2',4'-Dimethoxyphenyl-Fmocaminomethyl)-phenoxy Harz mit einer Beladung 
von 0.45 mMol/g synthetisiert Die Sequenz wurde mit einer {Combination von Fmoc als temporarer und • 
Pmc/tBU/Trt/DmTr/Boc als permanente Schutzgruppen aufgebaut Dazu wurden 16 Aquivalente folgender 35 
Fmoc-Aminosaure-Derivate verwendet: 

DmTR-Biotin 
Boc-Lys(-Fmoc)-OH 

2 x Fmoc-p Ala-OH 40 

Fmoc-e-Aminocapronsaure 

2 x Fmoc-Ala-OH 

2 x Fmoc-Pro-OH 
Fmoc-Ile-OH 

3 x Fmoc-Arg(-Pc)-OH 45 
2 x Fmoc-Ser(-tBU-OH 

Fmoc-lAsn(-Trt)-OH 
Fmoc-Tyr(-tBu)-OR 

Die Kopplungsreaktionen erfolgten mit 1.1 Aquivalenten Diisopropylcarbodiimid/N-Hydrobenzotriazol in 50 
Bezug auf die Aminosaurederivate als Aktivierungsreagenzien. Die Kopplungszeiten betrugen 90 Minuten und 
wurden mit je 8 Aquivalenten Aminosaure-Derivat zweimal durchgefuhrt Die temporare Schutzgruppe wurde 
mittels Piperidin innerhalb von 20 Minuten abgespalten. Die Reaktionen wurden in Dimethylformamid durchge- 
fuhrt, f Or die Waschschritte, die nach den Reaktionsschritten erfolgten, wurde das gleiche LOsungsmittel verwen- 
det Die Synthese wurde vollautomatisch an einem Zinsser SMPS 350 durchgefuhrt Die Freisetzung des 55 
Peptides unter Abspaltung der Seitenkettenschutzgruppen erfolgte mit einem Gemisch aus 95% Trifluoressigs- 
aure, 3% Ethandithiol und 2% Anisol innnerhalb von 90 Minuten. Die Abspaltldsung wurde abfiltriert mit der 
10-fachen Menge Diisopropylether versetzt und der Niederschlag abfiltriert Der Niederschlag wurde mit 
Diisopropylether gewaschen, in 20%iger EssigsBure gelSst und lyophilisiert Es fielen 22,5 mg weiBes Lyophilisat 
aa Die Reinheit wurde mittels HPLC kontrolliert (82 % Area), die Identitat wurde mittels Massenspektroskopie 60 
(MH+: 1996) gepruft 



65 



7 



DE004243648. rfile7/\\Mke.appl\firmdata\IP\Pate nt Documents\GetThePatent\DE004243648.cpc] 

— . • 



DE 42 43 648 Al 



Abkflrzungen 



Fm c-: Fluorenylmethyloxycarbonyl- 

-tBU: tertiarButyl- 

5 -Trt: Trityl- 

HPLC: HochdruckflQssigkeitschromatographie 

DmTr: Dimethoxyltrityl 

Boc-: tertiar Butyioxycarbonyl 
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SEQUENZPROTOKOLL 
(iii) Anzahl der Sequenzen: 8 

(2) Information zu SBQ ID NO: 1: 

(i) Sequenz Charakteristite 

(A) Iange: 30 Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Topologie: linfvn- 

(xi) Sequenzbesciireilxing: SBQ ID NO: 1: 

Met Ala Asp Gly Ser Ser Asp Ala Ala Arg Glu Pro Arg Pro Ala 
15 10 15 



Pro Ala Pro He Arg Arg Arg Ser Ser Asn Tyr Arg Ala Tyr Ala 
40 16 20 25 30 



45 (2) Infannaticai zu SBQ ID NO: 2: 

(i) Sequenz Oiarakberistika 
so (A) Lange: 10 Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Tcpologie: linear 



(xi) Sequenzbescbreibung: SBQ ID NO: 2: 

Met Ala Asp Gly Ser Ser Asp Ala Ala Arg 
15 10 
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(2) Information zu SBQ ID NO: 3: 

(i) Sequenz Charakteristika 

(A) Iange: 10 Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Topologie: Unrar 

(xi) Sequenzbescfareilxing: SBQ ID NO: 3 

Ser Asp Ala Ala Azg Glu Pro Arg Pro Ala 
15 10 



(2) Information zu SBQ ID NO: 4: 

(1) Seguenz Oiarakfceristika 

(A) Iange: 10 Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Topologie: linear 

(xi) Sequenzbescforeitaung: SBQ ID NO: 4. 



Glu Pro Arg Pro Ala Pro Ala Pro He Arg 
15 10 
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(2) Information zu SEQ ID NO: 5: 

(i) Sequenz Oiarakteristika 

(A) Iange: U Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Topologie: linear 

(xi) SequenzbeschreiJxing: SEQ ID NO: 5: 

Pro Ala Pro lie Arg Arg Arg Ser Ser Asn Tyr 
15 10 

(2) Information zu SEQ ID NO: 6: 



(i) Sequenz Charakteristika 

(A) Iange: 26 Aminosauren 
30 (B) Art: Beptiri 

(C) Topologie: linear 

35 (xi) Sequenzbesctoeibung: SEQ ID NO: 6: 

Met Ala Asp Gly Ser Ser Asp Ala Ala Arg Glu Pro Arg Pro Ala 
40 15 10 15 

Pro Ala Pro lie Arg Arg Arg Ser Ser Asn Tyr 
45 16 20 25 
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(2) Infnrmaticn zu SBQ ID NO: 7: 

(i) Sequenz CbarakteristiJca 5 

(A) Lange; 12 Aminosauren 

(B) Art: Peptid 

(C) Tdpologie: linear 

(sd) Seg.iPnzbPSftTPRibung: SEQ ID NO: 7: 

Ala Pro Ala Pro lie Arg Arg Arg Ser Ser Asn Tyr 
15 10 

(2) Informatdjon zu SBQ ID NO: 8: 



10 



15 



20 



25 

(i) Sequenz Cfcarakteristika 

(A) lange: U Aminosauren 

(B) Art: Peptid 30 

(C) Tbpologie: linmr 

(Xi) ffr»fl^fl»n«1r>ogr»vntti Iramji seq ID NO: 8: 35 

Pro Ala Pro lie Azg Arg Arg Ser Ser Asn Tyr 

1 5 10 40 



Patentanspriiche 

1. Verfahren zur immunologischen Bestimmung von Herzmuskelnekrosen, dadurch gekennzeichnet, daB 45 
man eine Probe mit mindestens einem Antikdrper, der das N-terminale Peptid von kardialem Troponin I 
erkennt und erhaltlich ist durch Iramunisierung mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID 
NO 1 oder Teilsequenzen davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enth&lt, und Isolierung des polyklo- 
nalen oder monoklonalen Antikdrpers aus dem Serum bzw.den immortalisierten und klonierten Milzzellen 
der immunisierten Tiere nach bekannten Verfahren, versetzt und den sich bildenden Komplex in geeigneter 50 
Weise nachweist 

2. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB das Immunogen eine der Aminosauresequen- 
zen SEQ ID NO 2-8 enthtlt 

3. Verfahren gemavB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die immunologische Bestimmung nach dem 
Prinzip eines Sandwich-Assays erfolgt 55 

4. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die immunologische Bestimmung nach dem 
Prinzip eines kompetitiven Immunoassays erfolgt 

5. Verfahren gemaB Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die immunologische Bestimmung nach dem 
Prinzip eines homogenen Immunoassays, wie beispielsweise einem CEDIA® erfolgt 

6. Antikdrper, der das N-terminale Peptid von kardialem Troponin I erkennt und erhaltlich ist durch go 
Immunisierung mit einem Immunogen, das die Aminosauresequenz SEQ ID NO 1 oder Teilsequenzen 
davon mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, und Isolierung des Antikdrpers aus dem Serum der 
immunisierten Tiere nach bekannten Verfahrea 

7. Monokl naler Antikdrper, der das N-terminale Peptid v n kardialem Troponin I erkennt und erhaltlich 

ist durch Immunisierung mit einem Immunogen, das die Sequenz SEQ ID NO 1 oder Teilsequenzen davon 65 
mit mindestens 6 Aminosauren Lange enthalt, Immortalisierung der Milzzellen der immunisierten Tiere, 
Klonierung derjenigen imm rtalisierten Zellen, die den gewflnschten Antikdrper produzieren und Isolie- 
rung des Antikdrpers aus den kl nierten Zellen nach bekannten Verfahren. 
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8. Verwendung eines Antikorpers gemSB einem der Ansprflche 4 oder 5 zur immunologischen Bestimmung 
von Herzmuskelnekrosen. 

9. Verwendung eines Immunogens, das die Amin sauresequenz SEQ ID NO 1 der eine Teilsequenz davon 
mit mindestens 6 Amin sSuren Lange enthalt zur Herstellung von polyklonalen oder monokl nalen Anti- 

5 korpern, als Standardmaterial bei Immun assays oder als Polyphapten in k mpetitiven Immunoassays* 

10. Testkit zur Bestimmung von Herzmuskelnekrosen, dadurch gekennzeichnet, daB in einem Behaltnis 
mindestens ein AntikOrper gemafi einem der Ansprflche 6 oder 7 und in mindestens einem weiteren 
Behaltnis die Ubrigen fur den Immunoassay notwendigen Komponenten enthalten sind. 
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